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摘 X. 本 试验 旨 在 研究 寡 果糖 诱导 瘤 肯 酸 中 毒 对 山羊 瘤胃 发 酵 、 


蹄 组 织 结构 、 蹄 音 


ER 
Ir 


炎症 因子 及 金属 蛋白 酶 表达 的 影响 。 采 用 随机 区 组 设计 ， 将 8 头 健康 装 有 永久 性 瘤 骨 


赚 管 的 波 杂 山羊 ( 波 尔 山羊 x 长 江 三 角 洲 白 山羊 ) 随 机 分 为 对 照 组 和 诱 


秀 导 酸 中 毒 的 试验 组 ， 


每 组 4 头 。 其 中 试验 组 山羊 瘤胃 窒 果 糖 灌注 量 为 21 g/kg BW。 分 别 于 灌注 前 《0h) 和 


灌注 后 4、8、12、24 和 48 h 采集 瘤胃 液 ， 同 时 分 别 在 O. 4. 8. 24 和 48 h 通过 


EE: 


脉 采集 血液 ， 灌 注 后 48 h GE 2 组 山羊 ， 采 集 蹄 组 织 。 结 果 表 明 : 与 对 照 组 相 比 ， 试 
验 组 山羊 瘤胃 液 pH、 挥 发 性 脂肪 酸 浓度 平均 值 显 著 降 低 (P<0.05), 血液 和 瘤胃 液 中 乳酸 
和 脂 多 糖 浓 度 平 均值 显著 提高 (P<0.05); 组 织 形态 学 结果 显示 ， 与 对 照 组 相 比 ， 试 验 组 


山羊 蹄 组 织 中 次 级 表皮 蹄 小 叶 和 次 级 真皮 蹄 小 叶 的 长 度 变 短 ， 蹄 小 叶 形 状 不 规则 ;， SE 


时 定量 PCR 检测 结果 显示 ， 较 对 照 组 比较 ， 试 验 组 山羊 蹄 组 织 中 基质 金 


抑制 物 -1 的 mRNA 的 相对 表达 量 显著 降低 (P<0.03)， 白 细胞 介 素 -6、 


酶 -1 和 基质 金属 蛋白 酶 -2 的 mRNA 的 相对 表达 量 显 著 升 高 (P<0.05)。 


属 蛋 白 酶 组 织 


膜 型 基质 金属 蛋白 


ZA. XR 


糖 诱导 山羊 急性 瘤胃 酸 中 毒 可 导致 山羊 瘤胃 发 酵 紊 乱 ， 提 高 瘤 骨 液 和 血液 中 脂 多 糖 与 


乳酸 浓度 ， 导 致 山羊 蹄 组 织 相关 炎症 因子 与 金属 蛋白 酶 表达 改变 ， 
蹄 叶 炎 。 


关键 词 : WA; SERB; KEAT; AEM IRS AME BIT ZR 


中 图 分 类 号 : S826;S816.7 


最 终 引 发 山羊 急性 


蹄 是 牛 羊 等 反刍 动 物 重 要 的 支持 和 运动 器 官 ， 蹄 的 健康 直接 关系 到 这 些 动物 的 9 
产 性 能 。 蹄 叶 炎 是 动物 蹄 小 叶 (包括 真皮 小 叶 与 角 小 叶 〉 的 一 种 弥散 型 的 、 非 感染 性 
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H 


的 真皮 损伤 .24。 调 查 显示 ， 蹄 叶 炎 是 当前 集约 化 养殖 下 奶牛 、 绵 羊 及 山羊 常见 疾病 之 
一 B， 尽 管 报道 认为 引发 动物 蹄 叶 炎 的 因素 很 多 ,但 众多 学 者 认为 ， 饲 喂 高 精 料 饲 粮 可 
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26 ”能 是 诱发 草食 动物 蹄 叶 炎 的 最 主要 原因 之 一 。 


27 目前 有 关 高 精 料 饲 粮 引 发 蹄 叶 炎 的 最 主要 证 据 来 自 于 对 马蹄 叶 炎 的 研究 。 研 究 表 


28 ” 明 ， 灌 注 寡 果糖 可 导致 马 后 肠 发 酵 率 乱 ， 肠 道 笑 膜 屏障 受 损 ， 消 化 道内 一 些 异 常 代谢 


29 ”产物 如 脂 多 糖 (lpopolysaccharides,LPS) 等 可 移 位 进入 体内 ， 使 蹄 组 织 中 一 类 基质 金属 


30 ”蛋白 酶 (matrix metalloproteinase, MMP) 含量 升 高 ， 由 于 MMP 主 要 功能 是 降解 细胞 外 
31 ”基质 和 基 膜 tI,，MMP 活 性 升 高 可 促进 细胞 外 基质 与 基 膜 的 降解 ， 使 表皮 与 真皮 相连 的 
32 ” 蹄 小 叶 组 织 被 破坏 ， 最 终 使 蹄 与 真皮 直接 接触 ， 导 致 蹄 叶 炎 。 由 于 这 些 结果 均 来 自 于 
33 ”马蹄 叶 炎 的 研究 ， 其 在 牛 羊 等 反刍 动物 上 是 否 有 类 似 现象 ， 并 不 清楚 。 


/ 
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37 。 机制， 并 为 建立 一 种 低 成 本 的 蹄 叶 炎 研究 模型 提供 理论 依据 。 

— ss 1 材料 方法 


~N 39 试验 于 2015 E 9 月 在 南京 农业 大 学 动物 房 进行 。 


毒 ， 继 而 诱 


40 1.1 试验 动物 及 饲 粮 
41 选用 8 头 健康 、 体 重 相近 、 无 蹄 叶 炎 病史 的 2 岁 的 安装 有 永久 性 瘤胃 瘘管 未 阁 割 
: 42 ”的 波 杂 公 山 羊 〈 波 尔 山羊 x 长 江 三 角 洲 白山 羊 ， 体 重 约 为 26 kg， 装 有 瘤胃 瘘管 )， 统 一 
= 43 ”了 驱 虫 、 单 栏 饲 养 。 基 础 饲 粮 配 制 参照 我 国 《 肉 羊 饲养 标准 》NY/T 816—200411, 3 tili t] 


44 ” 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1, BEARER TAR AR 450g. AMR 2% (08: 00 和 17: 00), 


45 FEAR, AK. 


46 表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 风 干 基础 ) 

47 Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) % 
原料 Ingredients 含量 Content | 营养 水 平 Nutrient levels? 含量 Content 
羊 草 Chinese wildrye 36.00 代谢 能 ME/(MJ/kg) 10.62 
Hwa Alfalfa hay 14.00 粗 脂 肪 EE 3.06 
玉米 粉 Corn powder 13.33 粗 纤维 CF 17.06 
面粉 Wheat powder 24.33 粗 蛋 白质 CP 15.37 
豆粕 Soybean meal 10.00 酸性 洗涤 纤维 ADF 20.82 
石粉 Limestone 0.67 中 性 洗涤 纤维 NDF 34.26 
食盐 NaCl 0.33 钙 Ca 0.79 
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BERA CaHPO4 0.67 0.43 
预 混 料 Premix) 0.67 
合计 Total 100.00 
48 0 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 The premix provided the following per kg of the diet: MnSO4 153 mg, 


49 ZnSO4 186 mg, FeSO4 125 mg, CoCl 8.25 mg, KIO325 mg, CuSO433 mg, NaSeOs4 mg, VA 15.28 mg, 


50 VE 0.47 mg. 


51 2 营养 水 平 参考 文献 [10] 的 方法 计算 。Nutrient levels were calculated according to the method in reference 
52 [10]. 


53 12 试验 设计 


54 试验 开始 后 ， 将 上 述 8 头 山 羊 随机 分 为 对 照 组 与 试验 组 ， 每 组 4 头 。 将 寡 果 糖 用 
55 ”去 离子 水 溶解 ， 按 21 g/kg BW 的 剂量 对 试验 组 山羊 通过 瘤 骨 瘘管 灌注 ， 对 照 组 则 灌注 
56 ”等 体积 去 离子 水 。 为 了 让 瘤 骨 微生物 适应 寡 果 糖 ， 正 试 期 开始 前 3 d， 试 验 组 山羊 每 天 
57 ”灌注 正式 剂量 的 5% 作 为 过 渡 , 每 天 灌注 2 次 。 正 试 期 分 别 于 灌注 前 0h 和 灌注 后 4、8、 


: 


T 58 12, 24 4148 h 采集 瘤胃 液 ， 同 时 于 灌注 前 0 h 和 灌注 后 4、8、12、24 和 48 h 通过 颈 


N se 静脉 采集 血液 ， 灌 注 后 48 h 后 立即 屠 宁 。 


60 1.3 样品 采集 

61 在 上 述 各 取样 时 间 点 ， 利 用 自制 负 压 装置 ， 分 别 通过 8 头 山羊 瘤胃 瘘管 各 采集 20 
62 ”mL 瘤胃 液 ， 所 采 瘤 胃液 经 4 层 纱布 过 滤 后 ， 将 滤液 置 于 洁净 的 烧杯 中 ， 混 合 均匀 后 ， 立 
三 63 。 即 测定 瘤 骨 液 pH， 而 后 将 瘤 骨 液 转 入 离心 管 中 ，-20 'C 冻 存 ， 备 测 挥发 性 脂肪 酸 、 乳 
只 64 酸 和 LPS 浓 度 .在 上 述 时 间 点 , 利用 负 压 采血 管 从 山羊 颈 静 脉 采集 血液 , 室温 静 置 30 min 


65 Ja, 将 血液 转 入 离心 管 中 ，3 500Xg 离 心 10 min, 取 上 清 ， -20 'C 冻 存 ， 备 测 乳 酸 和 LPS 


66 ”浓度 。48 ph 后 全 部 屠宰 ， 屠 宰 后 使 用 电 饥 锯 下山 羊蹄 部 00， 采 集 蹄 部 组 织 642， 一 部 分 
67 ” 蹄 组 织 立 即 置 于 液 氮 炙 中 保存 ， 男 一 部 分 立刻 放 入 4% 的 福 尔 马 林 溶 液 中 ， 备 用 于 蹄 小 


68 ” 叶 形 态 结构 观测 。 


69 1.4 测定 方法 


70 1.41 瘤胃 发 酵 参数 的 测定 


71 使 用 pH 计 (HI-9125, 意大利 HANNA 公 司 ) 测 定 瘤 胃液 PH, 采用 气相 色谱 法 (GC-14B 


72 “气相 色谱 仪 ， 日 本 岛 津 公司 ， 柱 温 130 'C， 气 化 室温 度 180 CC， 检测 器 温度 180 C) 
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1.4.2 


测定 挥发 性 脂肪 酸 浓 度 031， 采 月 


昌 比 色 法 测定 瘤胃 液 和 


! 液 中 乳酸 的 浓度 4， 使 用 显 色 


基质 莹 试剂 盒 〈《 厦 门 党 试剂 实验 三 有 限 公 司 ) 测定 瘤胃 液 和 


组 织 切 片 的 处 理 


蹄 组 织 用 4% 的 多 聚 甲醛 臣 


定 ， 


MAR. i 


帖 片 、 脱 蜡 复 水 、 苏 木 精 - 伊 红 CHE) 染色 和 封 
变化 。 
1.4.3 ”总 RNA 的 提取 和 cDNA 的 合成 


度 计 ND-1000 UV-Vis( 美 


El Thermo AS FW E ARNA HIKE, A 


[ 液 中 的 LPS 浓 度 05]。 


Ra BARE BK. Bu. LHL Y 
固 后 ， 切 片 在 光 镜 下 观察 蹄 小 叶 形 态 的 


用 TRIzol( 日 本 TaKaRa 公 司 ) 试 剂 从 蹄 部 组 织 中 提取 总 RNAI9, 使 用 超 微 量 分 光 光 


EAS AY OD260 nm/OD280 nm 在 


1.8 一 2.0， 总 RNA 保 存在 -80 'C 冰 箱 中 。 使 用 PrimeScript” RT 试 剂 盒 (日 本 TaKaRa 公 司 ) 


将 提取 的 总 RNA 反 转录 成 cDNA。 


1.4.4 


实时 定量 PCR 


炎症 因子 白细胞 介 素 -1B Cinterleukin-1B, 1L-15). A? 


| 胞 介 素 -6 Cinterleukin-6, 


IL-6) 和 肿瘤 坏死 因子 a (tumor necrosis factor alpha, TNF-a) 的 引物 序列 参照 Liu 等 107， 


MMP-2、MMP-9、 膜 型 基质 金属 和 蛋白 酶 -1 (membrane type-1 matrix metalloproteinases , 


MT1-MMP) 和 基质 金属 蛋 


物 序 列 如 表 2 所 示 。 角 


(StepOnePlus™ Real-Time PCR System, 美 


参 基因 甘 ; 


| iE ZL 


参 进行 校正 ， 基 因 表 达 量 采用 24ct 法 进行 处 理 。 


ELI 
则 根据 GenBank 上 和 牛 和 羊 的 保守 核酸 序列 ， 应 用 Primer 3.0 软件 i 
上 有 引物 由 上 海 英 验 生 物 技术 有 限 公 司 合成 。 采 用 实时 定量 PCR 法 


|RE-3-RERZ LU (GAPDH) 进行 定量 。 


X2 引物 序列 


Table 2 The primer sequences 


关 物 -1(tissue inhibitors of metalloproteinases-1, TIMP-1 ) 


行 引 物 设计 。 所 有 引 


国 Applied Biosystems 公 司 ) 对 目的 基因 及 内 


目的 基因 的 相对 表达 量 以 GAPDH 作 为 内 


lm] 


扩 增 长 度 

D] Genes 上 游 引 物 Forward primer 下 游 引物 Reverse primer Amplificati 

on length 
细胞 介 素 -18 IL-18 CATGTGTGCTGAAGGCTCTC | AGTGTCGGCGTATCACCTTT 173 
细胞 介 素 -6 IL-6 CCAATCTGGGTTCAATCAGG | ACCCACTCGTTTGAGGACTG 241 
中 瘤 坏 死因 子 a TNF-a CAAGTAACAAGCCGGTAGCC AGATGAGGTAAAGCCCGTCA 155 
车 质 金属 蛋白 酶 -2 MMP-2 TTCTCACCCCCACCTGGTAA | AGGCATCTCTTTGTGGGTGG 143 


] 
IVE ay HHF 


C hi naX | "ld ER H 
GGAACTCACACGCCAGAAG 
车 质 金属 蛋白 酶 -9 MMP-9 GCACGCACGACATCTTTCAG 74 
草 型 基质 金属 蛋白 酶 -1 MT1-MMP AGCACTGGGTGTTTGACGAA | GCATCCAGAAGAGAGCAGCA 111 
车 质 金 属 蛋白 酶 组 织 抑制 物 -1 TIMP-1 ATGCTGCTGGTTGTGAGGAA ATGAGTGTCGCTCTGCAGTT 74 
甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氨 酶 GAPDH GGGTCATCATCTCTGCACCT | GGTCATAAGTCCCTCCACGA 180 
96 1.5 数据 处 理 
97 数据 经 Excel 2010 初 步 整 理 后 ， 瘤 胃液 pH、 挥 发 性 脂肪 酸 浓度 、 瘤 胃液 与 血液 中 乳酸 


98 ”及 LPS 浓 度 采 用 SPSS 20.0 的 一 般 线性 模型 里 的 重复 度量 进行 分 析 , 而 炎症 因子 及 金属 和 蛋白酶 


99 mRNA 表达 数据 采用 独立 样本 1 检验 进行 统计 分 析 ，P<0.05 为 差异 显著 ,基因 相对 表达 量 采 用 


100 ”平均 值 和 标准 误 的 形式 表示 ， 其 他 数据 采用 平均 值 十 标准 差 形式 表示 。 


10 2 结果 与 分 析 


102 21 JHA pH 


103 由 图 1 可 见 ， 试 验 组 山羊 的 瘤胃 液 pPH 在 灌 骨 后 立即 下 降 , 在 24 h 达 到 最 低 点 ，24 一 


104 48 h 开 始 缓慢 上 升 。 与 对 照 组 相 比 ， 试 验 组 瘤胃 液 pH 平 均值 显著 降低 (P<0.05)。 瘤 胃 


105 ” 液 pH<5.6 通 常 认为 是 酸 中 毒 ; pH 在 5$.0 一 5.6 之 间 为 亚 急性 瘤 上 胃酸 中 毒 或 慢性 瘤胃 酸 中 毒 ; 


106 ”而 pH<5.0 接 近 4.5 或 是 更 低 称 为 急性 酸 中 毒 ， 本 试验 中 试验 组 瘤胃 液 pH 在 8 h 后 低 于 5， 


107 ”上 且 持续 至 试验 结束 ， 显 示 试 验 组 山羊 发 生 了 急性 瘤胃 酸 中 毒 。 


pe XGA Control | 


84 p-o.001 | 一 4 一 处 理 组 Treatment 


0 4 8 12 24 48 
XE BH] (h) Time after infusion 


108 
109 All WB SER REY LU ee EL pH S UI 
110 Fig.l Effects of intragastric administration of fructan on ruminal liquid pH of goats (n=4) 


111 22 瘤胃 液 挥发 性 脂肪 酸 浓度 
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乙酸 (mM) 


FTH (mM) Acetate concentration 
Isobutyrate concentration 


FRK (mM) 


Isovalerate concentration 
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由 图 2 可 见 ， 试 验 组 的 乙酸 、 丙 酸 、 丁 酸 和 成 酸 浓度 自 灌注 后 4 h 开 始 下 降 ， 乙 酸 


浓度 在 12 h 达 到 最 低 点 ， 之 后 开始 缓慢 上 升 ， 丙 酸 、 丁 酸 和 上 戊 酸 浓 度 在 灌注 后 24 h 达 最 


低 点 ,之 后 保持 不 变 ; 而 异 丁 酸 和 异 戊 酸 浓度 从 灌 骨 之 后 江 即 下 降 , 在 24 bh 达到 最 低 点 ， 


之 后 浓度 保持 不 变 。 较 对 照 组 比较 ， 试 验 组 山羊 瘤 骨 内 乙酸 、 丙 酸 、 异 丁 酸 、 丁 酸 、 
异 戊 酸 和 成 酸 浓度 平均 值 均 显著 降低 〈P<0.05 )。 


一 ”一 对 照 组 Control —e— 对照 组 Control 


45 —4— 处 理 组 Treatment 15 一 4 一 处 理 组 Treatment 


P-0.001 
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图 2 ”急性 酸 中 毒 对 山羊 瘤胃 液 挥发 性 脂肪 酸 浓度 的 影响 


Fig.2 Effects of acute acidosis on concentrations of volatile fatty acids in ruminal liquid of goats 
2.3 瘤 骨 液 和 血液 中 乳酸 和 LPS 浓度 

由 图 3 可 见 ， 在 0 一 24 h 内 ， 试 验 组 的 山羊 瘤胃 液 中 乳酸 浓度 持续 上 升 ，24 h3LE? 

浓度 均值 达 12 mmol/L， 同 时 血液 中 乳酸 浓度 也 持续 上 升 ，48 h 达 峰值 ， 试 验 组 山羊 瘤 


胃液 及 血液 LPS 浓 度 在 灌注 后 0 一 12 h 内 持续 上 升 ，12 h 达 峰值 ， 而 后 逐渐 下 降 。 较 对 照 
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组 比较 ， 试 验 组 血液 与 瘤胃 液 中 乳酸 和 LPS 浓 度 平均 值 均 显 著 升 高 (P<0.05)。 


一 “一 对 照 组 Control [一 一 对 照 组 Control | 
16 P=0.001 一 处 理 组 Treatment 84 P-0.001 一 处 理 组 Treatment, 


血液 乳酸 浓度 (mM) 


Hemal lactic acid concentration 


瘤胃 乳酸 浓度 (mM) 


Ruminal lactic acid concentration 


灌 胃 后 时 间 Ch) Time after infusion 灌 骨 后 时 间 Ch) Time after infusion 
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图 3 ”急性 酸 中 毒 对 山羊 瘤胃 液 和 血液 中 乳酸 和 LPS 浓 度 的 影响 


Fig.3 Effects of acute acidosis on concentrations of lactic acid and LPS in ruminal liquid and blood of 


goats 


2.4 ”急性 酸 中 毒 对 山羊 蹄 部 组 织 形态 学 的 影响 


由 图 5 可 见 ， 对 照 组 可 以 明显 地 看 出 蹄 小 叶 的 组 织 结构 分 为 初级 表皮 蹄 小 叶 


(primary epidermal lamellae,PEL)、 次 级 表皮 蹄 小 叶 (secondary epidermal lamellae,SEL)、 


次 级 真皮 蹄 小 叶 Csecondary dermal lamellae,SDL) 和 初级 真皮 蹄 小 叶 Cprimary dermal 


lamellae,PDL)。 与 对 照 组 相 比 ,试验 组 山羊 次 级 表皮 蹄 小 叶 和 次 级 真皮 蹄 小 叶 的 长 度 变 
短 ， 并 且 形 状 变 得 不 规则 ， 并 且 变 的 不 对 称 。 
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171 

172 A (10X)、B (40X): 对 照 组 Control group; C (10X)、D (40X): 试验 组 Test group. 

173 图 5 急性 酸 中毒 对 山羊 表皮 蹄 小 叶 和 真皮 蹄 小 叶 的 形态 结构 的 影响 

174 Fig.5 Effects of acute acidosis on histologic appearance of dermal and epidermal lamellae in hooves of 
175 goats 


176 2.5 蹄 小 叶 炎 症 因 子 mRNA 相对 表达 量 
177 由 表 3 可 见 ， 与 对 照 组 比较 ， 试 验 组 的 山羊 炎症 因子 IL-6 的 mRNA 相对 表达 量 


178 ”显著 升 高 (P<0.05) ， 但 下 -18 和 TNF-a 的 mRNA 相对 表达 量 无 显著 变化 (P>0.05) 。 


179 表 3 急性 酸 中 毒 对 山羊 蹄 小 叶 炎 症 因 子 mRNA 相对 表达 量 的 影响 
180 Table 3 Effects of acute acidosis on mRNA relative expression levels of inflammatory cytokines in 
181 lamellae of hooves of goats 
项 目 Items 对 照 组 Control group 试验 组 Test 标准 误 P {& P-value 
group SEM 
白细胞 介 素 -18 IL-18 1.04 11.47 3.52 0.20 
白细胞 介 素 -6 IL-6 1.01 218.59 51.91 0.02 
中 瘤 坏 死因 子 a TNF-a 1.02 3.56 0.93 0.24 


182 2.6 蹄 小 叶 MMP mRNA 相对 表达 量 
183 由 表 4 可见 , 与 对 照 组 比较 , 试验 组 山羊 蹄 小 叶 中 的 MMP-2. MTI-MMP 的 mRNA 
184 ”相对 表达 量 均 显 著 升 高 (P<0.05) , TIMP-1 mRNA 相对 表达 量 均 显 著 降 低 (P<0.05) , 


185 ”而 2 组 间 MMP-9 的 mRNA 相对 表达 量 无 显著 差异 (P>0.05) 。 
8 


186 表 4 急性 酸 中 毒 对 山羊 蹄 小 叶 基 质 金 属 蛋白 酶 mRNA 相对 表达 量 的 影响 


187 Table4 Effects of acute acidosis on mRNA relative expression levels of matrix metalloproteinases 

188 in lamellae of hooves of goats 
页 目 Items 对 照 组 Control group 试验 组 Test group 标准 误 SEM ”PP 值 P-value 
基质 金属 蛋白 酶 -2 MMP-2 0.57 1.19 0.14 0.01 
kE Jj dz Jr E 1-0 MM P-9 0.40 16.60 7.65 0.36 
询 型 基质 金属 蛋白 酶 -1 MTI-MMP 1.02 1.98 0.17 0.05 
基质 金属 蛋白 酶 组 织 抑制 物 -1 TIMP-1 1.06 0.43 0.22 0.01 


189 3 iw it 


190 AST FEILER ACL, TEHETETECRAEOG 24 h， 试 验 组 山羊 表现 明显 跨行 行 


191 ”为 , 结合 后 序 的 HE 染色 观察 蹄 组 织 的 形态 学 结果 ， 试 验 结果 显示 本 试验 成 功 诱发 山羊 急性 


192 ” 蹄 叶 炎 。 该 结果 也 为 未 来 深入 研究 反刍 动物 蹄 叶 炎 提供 了 一 种 低 成 本 的 研究 方法 。 
193 瘤胃 酸 中 毒 是 反刍 动物 长 期 过 多 饲 喂 谷 类 或 多 糖 类 词 料 ， 导 致 瘤胃 发 酵 异 常 产 4 
194 “大 量 乳 酸 和 有 机 酸 , 临 床上 是 以 酸 中 毒 和 瘤 骨 内 某 些 微生物 群 活性 降低 为 特征 的 瘤胃 消 
195 ”化 机 能 紊乱 性 疾病 。 根 据 瘤胃 液 pH 变化 范围 , 瘤 骨 酸 中 毒 叉 分 为 急性 酸 中 毒 (长 期 ; 


PT 


HE 
JH 


196 ” 液 pH<5.0) 和 亚 急性 酸 中 毒 (pH 长 期 在 5.0~5.6 d FE] p4)U8- 191, KAAR, EE Se RH 


197 ”山羊 瘤胃 液 pH 快速 下 降 至 5.0 以 下 ， 并 持续 约 40h， 表 明 试 验 组 动物 发 生 了 急性 瘤 


198 ” 酸 中 毒 。 研究 显示 ,急性 酸 中 毒 条 件 下 瘤 骨 和 牛 链球 菌 生长 速度 加 快 ， 产生 大 量 乳酸 ,乳酸 


nod 


199 FAR BUM AK pH 持续 下 降 C0。 本 研究 中 ， 试 验 组 灌注 窒 果 糖 后 瘤 骨 乳 酸 浓度 持续 上 升 ， 


200 ”结果 达到 预期 试验 目的 ， 也 与 上 述 报道 一 致 。 但 到 24 h 后 乳酸 浓度 开始 下 降 ， 原 因 可 能 是 


201 ”碳水 化 合 物 被 消耗 完毕 ， 抑 或 乳酸 利用 菌 数量 逐渐 恢复 ， 使 乳酸 被 利用 。LPS 是 革 兰 氏 阴 性 


202 ”大 细 胞 壁 外 膜 的 主要 成 份 ， 我 们 以 前 的 研究 显示 ， 饲 喂 高 谷物 饲 粮 导 致 瘤胃 内 LPS 浓度 增 


203 ”加 ， 瘤 骨 上 皮 屏 障 功能 受 损 P1。 本 研究 显示 ， 试 验 组 山羊 瘤胃 液 与 外 周 血 液 中 LPS. 浓度 显 


204 ” 著 升 高 , 说 明 急 性 酸 中 毒 导致 疤 骨 菌 群 亲 乱 ，LPS 浓度 升 高 ， 同 时 消化 道上 皮 屏 障 受 损 ， 引 


205 ”发 LPS 移 位 ， 最 终 致 外 周 血液 中 LPS 浓度 显著 升 高 。 


206 对 马蹄 叶 炎 的 研究 结果 表明 ， 蹄 叶 炎 条 件 下 马蹄 组 织 中 金属 蛋白 酶 活性 显著 升 高 。 


207 ”研究 显示 ， 人 金属 和 蛋白酶 的 酶 活性 受 基因 水 平 的 转录 、 酶 原 活 化 和 酶 活性 抑制 调节 21。 


bu 


208 ”在 转录 水 平 上 ， 前 炎症 细胞 因子 白细胞 介 素 -1 CIL-1). IL-6. TNF-a 等 能 诱导 和 /或 刺 


209 ，” 激 金属 蛋白 酶 活性 在 转录 水 平 上 的 表达 上 请 2 约 。 在 酶 原 活 化 上 ， 人 金属 蛋 白 酶 活性 以 酶 原 
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EXE OX. FR ae AS PW SUA ER. OD A Se SE ta, SEP a HE 


的 MMP-2 酶 原 CProMMP-2) 必须 通过 游离 的 MTI-MMP 作用 ， 方 能 形成 有 活性 的 


MMP-2; MMP-9 活化 过 程 为 :首先 由 MT1-MMP 激活 ProMMP-13 成 为 有 活性 的 MMP-13， 


性 的 MMP-9525。 在 酶 活 抑制 上 ，MMP 活性 受 


nA 
IN 
H 


MMP-13 进而 活化 ProMMP-9, JE RAY 


基质 金属 和 蛋白酶 组 织 抑 制 物 CTIMPO 的 抑制 ， 其 基本 原理 是 TIMP 通过 其 氨基 酸 功 能 


pen 


区 的 半 胱 氨 酸 残 基 与 活化 MMP 的 锌 离子 活性 中 心 相 结合 以 1: 1 的 比例 形成 复合 体 ， 
从 而 阻 断 MMP 与 底 物 的 结合 ， 进 而 抑制 MMP 的 酶 活性 。 本 研究 结果 显示 ， 与 对 照 组 


相 比 ， 试 验 组 山羊 蹄 组 织 中 IL-6 的 mRNA 相对 表达 量 显 著 升 高 ，MMP-2 和 MT1-MMP 的 


mRNA 相对 表达 量 也 显著 升 高 ， 而 TIMP-1 的 mRNA 相对 表达 量 显著 下 降 。 结 合 LPS 及 乳 


酸 的 测定 结果 ， 本 试验 结果 说 明 ， 瘤 骨 酸 中 毒 下 ， 外 周 循环 中 的 致 炎 因 子 如 LPS 与 乳酸 等 
可 能 通过 炎 性 因子 如 IL-6 在 转录 水 平 上 激活 金属 蛋白 酶 的 表达 ， 同 时 也 可 能 通过 调节 


MT1-MMP 和 TIMP-1 的 转录 表达 ， 进 而 提高 MMP 的 活性 ， 最 终 导致 蹄 小 时 被 降解 ， 蹄 组 


T 


SS 


织 被 破坏 ， 引 发 蹄 叶 炎 。 


4 结 论 


瘤胃 灌注 寡 果 糖 可 以 引起 山羊 急性 瘤胃 酸 中 毒 ， 进 而 导致 瘤胃 与 外 周 循环 中 LPS 
与 乳酸 浓度 增加 ， 这 些 致 炎 因 子 可 能 通过 提高 炎症 因子 的 表达 ， 进 而 影响 蹄 组 织 中 金 
属 蛋 白 酶 的 相对 表达 ， 最 终 破 坏 蹄 小 叶 的 正常 结构 ， 诱 发 急性 蹄 叶 炎 。 
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FENG Panfei LIU Junhua YE Huimin ZHU Weiyun MAO Shengyong* 

C College of Animal Science, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 
Abstract: The present study aimed to investigate the effects of ruminal acute acidosis 
induced by fructo-oligosaccharide on ruminal fermentation, structure of hooves and 
expressions of inflammatory cytokines and matrix metalloproteinase of goats. Eight healthy 
crossbred goats (Boer goat X Yangtze River delta white gost) with permanent ruminal fistulas 
were randomly divided into two groups, including control and test groups which was treated 
with fructo-oligosaccharide infusion (21 g/kg BW), and each group had 4 goats. Ruminal 
liquid and blood were collected respectively at 0 (before infusion), 4, 8, 12, 24 and 48 h, as 
well as 0, 4, 8, 24 and 48 h after infusion. The goats were slaughtered to collect for hooves 
tissue after 48 h of infusion. The results showed as follows, compared with control group, 
the average values of ruminal liquid pH, volatile fatty acids was significantly decreased in 
test group (P«0.05), while the average values of the concentrations of lactic acid and 
lipopolysaccharide (LPS) in ruminal liquid and blood were significantly increased (P«0.05); the 
results of histology suggested that compared with control group, secondary epidermal lamellae 
and secondary dermal lamellae were shortened in test group; the real-time PCR results revealed 
that compared with control group, the mRNA expression of tissue inhibitors of 
metalloproteinases-1 (TIMP-1) was significantly decreased in test group (P«0.05), while 
those of interleukin-6 (IL-6), matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) and membrane type-1 matrix 
metalloproteinases (MTI-MMP) in goat hooves were significantly increased (P«0.05). In 
conclusion, ruminal acute acidosis induced by fructo-oligosaccharide causes the disorder of 
ruminal fermentation and increases concentrations of LPS and lactic acid in ruminal liquid 
and blood, which further changes of mRNA expressions of pro-inflammatory cytokines and 
matrix metalloproteinase genes related to laminitis, and finally induces the laminitis in 
goats. 


Key words: goat; fructo-oligosaccharide; inflammatory cytokines; matrix metalloproteinase; 
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